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（W 20 mm×L 16 mm×t 2 mm、孔径：約 100 μm）に播種することで三次元培養した（図１）。使用
した培地は、10 %牛胎児血清と 1 %抗生物質を含むα-MEM である。細胞播種 12 時間後、濃度が 3 μ
M となるように Ca2+感受性蛍光プローブを培地に添加し、さらに 1 時間インキュベートした後実験に




本研究では、バイモルフ型ピエゾアクチュエータ 3)を駆動させることで再生骨に対して最大 0.2 %の繰
り返し圧縮負荷を 0.2 Hz、2 Hz、20 Hz で 150 秒間与えた。細胞はスポンジの変形により生じるひず
み誘導型液体流動により刺激される（図２）。圧縮負荷により生じるスポンジの変位はうず電流型非接
触変位計を用いてモニタリングした。 












２．３ 細胞内 Ca2+動態観察 
図３は本研究で構築した細胞内 Ca2+動態観察システムである。本システムは Ca2+感受性蛍光プローブ
の励起光源である 4 つの LED（波長：490 nm）と、その中央に配置された蛍光検出用の PD から構成
され、培養チャンバー直下に設置される。LED 光により細胞内 Ca2+と結合した Fluo4 を励起し、細胞
内 Ca2+の濃度に依存した強度の蛍光を PD により検出する。なお、PD で蛍光のみ検出するために、
LED 上と PD 上に光学フィルターを設けた。また、LED からの励起光は凸レンズにより再生骨中央部
の直径約 5 mm の領域に集光され、この領域における平均的な細胞内 Ca2+応答が観察される。LED の
発光強度と発光時間の制御、PD からの検出信号の取得および力学刺激負荷装置の制御は、Visual Basic















図４は力学刺激を受けた際の細胞内 Ca2+応答の代表例である。骨芽細胞は 20 Hz の刺激に対し最も大
きな反応を示した。各負荷周波数における細胞内 Ca2+応答の違いを図５に示す。刺激時間に対する細
胞の応答時間割合は、0.2 Hz で 19.5 %、2 Hz で 38.0 %、20 Hz で 73.5 %であった（図５a）。また刺激



































図３ 細胞内 Ca2+動態観察システム 
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図４ 各負荷周波数における細胞内 Ca2+応答 
(a) 0.2Hz、(b) 2Hz、(c) 20Hz 
図５ 負荷周波数の違いによる細胞内 Ca2+
応答の比較 (n = 4～5) 
